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RESUMO 


Introdução: A doença intestinal inflamatória idiopática (DIII) 
compreende um espectro de doenças que se caracterizam 
por inflamação crônica do trato gastrointestinal sem uma 
causa ou patógeno específico. Objetivo: Foi avaliada 
a ação da mesalazina sobre marcadores de estresse 
oxidativo e a atividade das enzimas antioxidantes. Material 
e Métodos: Foram utilizados 40 ratos wistar pesando 
350 gramas, divididos em quatro grupos: Controle (CO); 
Controle+ Mesalazina (CO+M); Colite (CL) e Colite+M 
(CL+M) nos tempos de 24 e 48 horas de tratamento. Os 
animais foram submetidos à administração intracolônica por 
enema com solução de ácido acético a 4% e o tratamento 
com mesalazina na dose oral de 20mg/kg após a indução da 
colite. Foi realizada a análise da pressão anal esfincteriana. 
O homogeneizado do intestino foi utilizado para a avaliação 
da lipoperoxidação (LPO) através das substâncias reativas 
ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); atividade das enzimas 
superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) 
e os níveis dos metabólitos do óxido nítrico (nitritos e 
nitratos). A análise estatística utilizada foi ANOVA, seguida do 
teste de Student-Newman-Keuls, considerado significativo 
quando p<0,05. Resultados: A mesalazina reduziu as 
lesões teciduais e os níveis de pressão anal esfincteriana 
nos grupos tratados em ambos os tempos de tratamento 
(24 e 48 horas). Na lipoperoxidação e nos metabólitos 
do óxido nítrico (NO) — nitritos e nitratos no grupo CL+M, 
observou-se uma redução significativa nos grupos tratados 
(24 e 48h). A atividade da SOD mostrou aumento no grupo 
CL e diminuição significativa no grupo CL+M, equivalendo à 
média dos grupos controles. A atividade da enzima glutationa 
peroxidase (GPx) apresentou aumento significativo no grupo 
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CL+M comparado ao grupo CL. 

Conclusão: A mesalazina foi capaz de reduzir as lesões 
teciduais e os danos oxidativos, bem como aumentar os 
níveis de pressão anal esfincteriana nos grupos tratados 
neste modelo experimental de colite ulcerativa. 
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ABSTRACT 


Introduction: Idiopathic inflammatory bowel disease (DIII) 
comprises a spectrum of diseases characterized by chronic 
inflammation of the gastrointestinal tract without a cause or 
specific pathogen. Objective: The action of mesalazine on 
markers of oxidative stress and antioxidant enzyme activity 
was evaluated. Material and Methods: We used 40 Wistar 
rats weighing 350 grams, divided into 4 groups: control (CO); 
Control + Mesalazine (CO + M); Colitis (CL) and Colitis + M 
(CL + M) at 24 and 48 hour treatment. The animals were 
subjected to administration intracolony by enema with acetic 
acid solution and 4% and mesalazine treatment in the oral 
dose of 20 mg/kg after colitis induction. Histological analyzes 
were performed by staining with hematoxylin-eosin. The 
homogenised gut was used for evaluation oflipid peroxidation 
(LPO) using the thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS); the enzymes superoxide dismutase (SOD) and 
glutathione peroxidase (GPx) and metabolic levels of nitric 
oxide (nitrates and nitrites). The statistical analysis used 
was ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test and 
considered significant when p <0.05. Results: Mesalazine 
reduced tissue damage and the levels of PAE treated groups 
in both treatment times (24 to 48 hours). Levels of anal 
sphincter pressure, lipid peroxidation and metabolic nitric 
oxide (NO) - nitrites and nitrates in CL + M group showed a 
significant increase from the CL group. The activity of SOD 
showed increase in the CL group and significant decrease 
in CL + M group equivalent to the average of the control 
groups. The ativity of glutathione peroxidase enzyme (GPx) 
showed a significant increase in CL + M group compared to 
the CL group. 

Conclusion: The mesalazine was able to reduce tissue 
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injuries and oxidative damage and as well as increased 
levels of anal sphincter pressure in the groups treated in this 
experimental model of ulcerative colitis. 
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INTRODUÇÃO 


As doenças inflamatórias intestinais (DII) compreendem 
duas formas principais de apresentação: a retocolite 
ulcerativa inespecífica (RCUI) e doença de Crohn (DC) 
(Cury & Moss, 2015; Cardozo & Walter, 2015). A RCUI é 
uma doença crônica que acomete principalmente o cólon, 
caracterizando-se por inflamação e ulceração das camadas 
mais superficiais, afetando apenas a mucosa e submucosa, 
exceto nos casos mais graves (Cotran, 2005; Chuong, 2008; 
Reid & Carey, 2011; Cotran, 2012). A doença geralmente 
tem início no reto, podendo estender-se cranialmente, 
sempre em continuidade, sem áreas de mucosa normais 
entre as porções afetadas; comprometendo parte ou todo 
o cólon; não havendo granulomas bem formados, por isso 
é conhecida como doença não granulomatosa (Hanauer, 
2004; Guyton, 2011). As características histopatológicas 
da doença apontam a presença de um número significativo 
de neutrófilos na lâmina própria e criptas formando micro 
abcessos (Naito &Takagi, 2007; Podolsky & Xavier, 2007). 

Os sintomas mais frequentes são cólicas abdominais 
recorrentes, diarreias sanguinolentas, dor abdominal 
associada à febre, perda de peso e carcinomas (Freire et 
al., 2006; Dewulf et al., 2007; Rossignol, 2012). 

Dados epidemiológicos confirmam que a DII afeta 
aproximadamente 1 a 2 em cada 1000 pessoas nos países 
desenvolvidos (Blumberg et al., 2011). Na maioria dos 
casos o início da doença ocorre na vida adulta, entre 20 
e 40 anos com evolução crônica e recidivante, persistindo 
por toda a vida, representando um importante problema 
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de saúde pública, já que compromete jovens em fase 
economicamente produtiva (Cury & Moss, 2015). Apesar 
de a mortalidade de pacientes com RCUI não ser maior 
que a da população em geral, essa condição acarreta 
uma severa redução da qualidade de vida e capacidade 
laborativa dos pacientes (Victoria, 2009; Cosnes, 2011; 
Souza, 2011). 

A etiopatogenia da doença é multifatorial, com a 
participação de fatores genéticos, intraluminais, alterações 
na barreira do epitélio intestinal e resposta imunológica 
anormal da mucosa. Esses fenômenos determinam a 
ativação de uma cascata imunoinflamatória, que resulta 
em lesão continuada da mucosa do intestino (Stenson, 
2001; Damião & Sipahi, 2004; Damião & Vasconcelos, 
2004). Fatores ambientais também podem precipitar o 
início ou reativação da doença. (Kandice, 2002; Podolski, 
2002; Sartor, 2006; Zaltman, 2007; Mayer, 2010). 

A inflamação tem papel importante na patogênese 
da RCUI, pois as substâncias oxidantes causam lesões e 
destruição dos tecidos desencadeando desequilíbrio entre 
agressão e defesa, caracterizando estresse oxidativo 
(Halliwell & Gutteridge, 2007; Carocho, 2013) já que a 
ativação de genes relacionados com a resposta inflamatória 
são orquestrados pelo NFKkB (Sen, 1986). Por outro 
lado, o estresse oxidativo tem seus danos minimizados 
por sistemas de defesa antioxidantes endógenas e/ou 
exógenas (Rahal, 2014; Yepes, 2014). 

Tendo em vista que é bem demonstrada a implicação 
do estresse oxidativo na patogênese da RCUI, passou-se a 
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estudar a possibilidade do uso de substância antioxidante no 
tratamento dessa doença. Recentemente, foi comprovada 
a inibição do NFKkB na mucosa de pacientes com RCUI 
ativa com o uso de mesalazina, a qual tem ação anti- 
inflamatória, analgésica e antioxidante e o seu metabólito 
ativo é conhecido como ácido 5-aminosalicílico (5-ASA) 
(figura 3) (Gennaro, 2004; Ham, 2012). Constitui terapia 
padrão de primeira linha para a manutenção e remissão 
da doença (Blonski, 2014), inibindo a cascata do ácido 
araquidônico, produção de espécies ativas de oxigênio 
(EAO), inibindo a função dos linfócitos e monócitos 
assim como a produção de imunoglobulinas. A ação da 
mesalazina ocorre, portanto, diretamente sobre a mucosa 
inflamada bloqueando também as vias da cicloxigenase 
e lipoxigenase, diminui os níveis teciduais de hipoclorito 
prevenindo a oxidação da enzima gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase nas células do epitélio cólico (Kenji, 2012). 

O interesse em investigar a etiopatogenia da RCUI 
está relacionado ao desconhecimento dos mecanismos 
celulares e imunológicos e, por afetar indivíduos nos anos 
mais saudáveis e produtivos da vida, resulta custos em 
longo prazo para o paciente, para o sistema de cuidado de 
saúde e para a sociedade. Sendo assim, ocorre importante 
busca por novos tratamentos que possam controlar ou 
eliminar a doença. 
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1.1 Modelo experimental de colite 


Os modelos experimentais de colite, atualmente 
empregados, representam apenas em parte o que ocorre na 
colite. Contudo, nestes modelos fica clara a importância da 
integridade da barreira epitelial da mucosa na proteção das 
camadas internas da parede cólica, impedindo a penetração 
de antígenos bacterianos e a consequente resposta imune 
à invasão bacteriana tecidual. Os mecanismos celulares 
envolvidos na manutenção da integridade da barreira 
mucosa epitelial do cólon normalmente se encontram 
precocemente comprometidos no desenvolvimento da 
colite (Pravda, 2005). 

Existem vários modelos animais para indução de 
colite, entre eles, o ácido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfônico 
(TNBS) e dextran sulfato de sódio, ambos os métodos são 
altamente agressivos, atingindo além da camada mucosa 
e submucosa, a camada muscular e serosa, sendo que o 
TNBS apresenta alto potencial necrosante com índices de 
mortalidade que chegam a 40% dos animais submetidos 
a este protocolo (Kretzmann et al., 2008). A aplicação 
de solução de ácido acético promove colite difusa sobre 
resposta inflamatória inespecífica. Optou-se por utilizar 
ácido acético a 4% como agente irritante da mucosa, por 
apresentar padrões de similaridade com a RCUI humana. 
Concentrações maiores como 8% aumentam o risco de 
mortalidade (Vassallo, 2011). 

Murano et al.(2000) demonstraram que citoquinas, 
tais como interleucinas IL 1, IL 6 e IL 8, assim como o 
fator de necrose tumoral alfa, estão acima da média em 
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ratos submetidos à colite experimental. Carrier et al., 
(2006) defendem em seu trabalho que ratos submetidos 
a colite por dextran apresentaram elevação do estresse 
oxidativo avaliado por aumento da mieloperoxidase, 
TNF- alfa, IL-1, lipoperoxidação e atividade do NFKkB. A 
importância do estresse oxidativo no desencadeamento 
das colites fica mais evidente com os resultados de 
estudos demonstrando que o emprego de substâncias 
antioxidantes como N-acetilciseína (NAC), deferoxamina, 
quercetina, rofecoxibe, curcumina são capazes de diminuir, 
em animais experimentação, a agressão oxidativa na colite 
quimicamente induzida (Camuesco et al., 2004; Cetinkaya 
et al., 2005). Da mesma forma, estudos vêm demonstrando 
a eficácia da mesalazina, frequentemente utilizada como 
terapia de primeira linha no tratamento da RCUI (Song et 
al., 2006; Hayashi et al., 2009). 


1.2 Estresse Oxidativo 


A terminologia estresse oxidativo refere-se a 
uma situação na qual existe aumento sustentado na 
concentração, em estado estacionário, das espécies 
ativas de oxigênio acima de seus níveis fisiológicos. Em 
princípio, pode resultar de uma situação em que ocorra a 
diminuição nos níveis das defesas antioxidantes, aumento 
na velocidade de produção das espécies ativas de oxigênio, 
ou de ambas (Sies, 1991; Rudich et al., 2007). Assim, o 
desequilíbrio do sistema redox leva ao estresse oxidativo 
(Jones, 2006; Santos, 2009; Ferreira et al., 2011) que pode 
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culminar com lipoperoxidação e lesão tecidual (Rezaie, 
2007). 

O consumo de oxigênio pelos organismos aeróbios 
está intimamente ligado à otimização da extração de 
energia dos diversos substratos energéticos. Seu alto 
potencial oxidante pode ser verificado pela comparação 
da eficiência com que ocorrem as reações do metabolismo 
aeróbio. A redução completa de uma molécula de oxigênio 
à água requer quatro elétrons, redução tetraeletrônica, 
que evita as reações intermediárias e ocorre na cadeia 
respiratória acoplada à fosforilação oxidativa, pelo sistema 
citocromo oxidase, que forma ATP (Del Maestro, 1980; 
Orrenius, 2007). 

De maneira simples, o termo radical livre refere-se a 
um átomo ou molécula com alta capacidade reativa, que 
contenha número ímpar de elétrons em sua última camada 
eletrônica (Halliwell & Gutteridge, 2007). As reações 
de redução implicam ganho de elétrons enquanto as 
reações de oxidação implicam perda. Como exemplo, no 
metabolismo celular normal durante a fosforilação oxidativa 
no interior das mitocôndrias, quando ocorre redução do 
O, molecular, formando o radical superóxido (O,-*), com 
número ímpar de elétrons na sua última camada atômica. 
Ao se compreender a formação do radical O,-*, durante 
as reações metabólicas que ocorrem nas células em um 
cenário de reações de oxidorredução, cerca de 2% a 5% das 
situações, a redução é monoeletrônica formando produtos 
intermediários conhecidos como radical hidroxila, o ânion 
radical superóxido e o óxido nítrico. As espécies ativas de 
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oxigênio (EAOs) como o peróxido de hidrogênio, podem 
ser formadas durante o metabolismo normal de qualquer 
célula através da perda de elétrons de um não radical ou 
pelo ganho de um elétron por não radical (Droge, 2002; 
Madger, 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007; Carocho, 
2013; Lambeth, 2014). 
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Oxigênio Superóxido de Hidrogênio Hidroxil 


Figura 1: Espécies ativas de oxigênio.Adaptado de Halliwell 
&Gutteridge, 2007 


O ataque às cadeias de ácidos graxos poli-insaturados 
(com dois ou mais carbonos de sua cadeia com ligação 
dupla) pode ocorrer através de processos de peroxidação, 
que é a reação em cadeia envolvendo três etapas 
distintas: iniciação, propagação e terminação. O começo 
dessa reação geralmente ocorre por meio da abstração do 
átomo de hidrogênio de um grupo metileno (CH,) através 
do ataque de uma molécula reativa, como EAO, metais, 
ou outros radicais livres, formando um radical de carbono. 
Este, por sua vez, realizará um rearranjo molecular, 
formando um dieno conjugado, o qual pode reagir com 
moléculas de oxigênio, formando um radical peroxil (ROO 
). A partir da formação deste radical ocorre a fase de 
propagação, devido à sua capacidade de abstrair átomos 
de hidrogênio de outros grupos metilenos de cadeias 
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adjacentes (transformando-se em peróxido lipídico). Estes 
sofrerão processos de rearranjo molecular, formação de 
dienos conjugados e, posteriormente, ataque de moléculas 
de oxigênio, formando um novo ROO" o qual reinicia o 
processo, gerando reação oxidativa em cadeia (Halliwell & 
Gutteridge, 2007; Ristow, 2011; Sohal, 2012). 

Os radicais alcoxilas também podem abstrair átomos 
de hidrogênio, tanto de outros peróxidos como de grupos 
metilenos de ácidos graxos poli-insaturados, continuando 
as reações em cadeia. Outro grande problema dessas 
reações é a formação de Feº*, o qual também pode reagir 
com peróxidos lipídicos, formando radicais peroxilas e 
Fe?*, em um ciclo auto-sustentável (Halliwell & Gutteridge, 
2007). Quando o estresse oxidativo é crônico, pensa-se 
que resulte em danos ao DNA, lipídeos, proteínas e outras 
moléculas, as quais podem contribuir para desenvolvimento 
e progressão de um espectro de patologias (Steinbrenner 
& Sies, 2009). 


1.3 Antioxidantes 


A produção contínua de EAO durante os processos 
metabólicos leva ao desenvolvimento de muitos 
mecanismos de defesa antioxidante para limitar os níveis 
intracelulares e impedir a indução de danos. O estresse 
oxidativo tem seus danos minimizados por sistemas de 
defesa antioxidante não enzimático, como vitaminas C e 
E e/ou enzimático, principalmente as enzimas superóxido 
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase 
(GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa s-transferase 
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(GST) linha de defesa primária uma vez que evita o 
acúmulo do ânion radical superóxido e do peróxido de 
hidrogênio. Existem, também, as defesas secundárias, 
que impedem a formação de EAO e a propagação da LPO, 
e as terciárias, enzimas de reparo de danos já instalados. 
O sistema enzimático encarregado da detoxificação das 
EAO é formado por várias enzimas, das quais se podem 
destacar: superóxidodismutase (SOD), catalase (CAT) 
e glutationa peroxidase (GPx) (Sies, 1993; Ferreira & 
Matsubara, 1997). 

A SOD forma um grupo de enzimas que catalisam a 
reação de dois ânions superóxido (O,), com consequente 
formação de peróxido de hidrogênio, que é menos 
reativo e pode ser degradado por outras enzimas. A 
SOD é classificada em três tipos distintos: SOD cobre e 
zinco (CuZnSOD), presente no citoplasma das células 
de eucariontes; SOD manganês (MnSOD), localizada na 
matriz mitocondrial e SOD ferro (FeSOD) que ocorre em 
bactérias (Roberts & Sindhu, 2009). 

A catalase (CAT) tem ação no peróxido de hidrogênio, 
formado na dismutação do ânion superóxido, sendo 
transformado em água e oxigênio por ação dessa enzima. 
A catalase reage muito especificamente já que atua em 
reações com peróxidos de hidrogênio, metila e etila. Entre 
as peroxidases, que geralmente usam o grupo heme, 
destaca-se a atividade da glutationa peroxidase (GPx), 
localizada no citosol e na matriz mitocondrial. Ela catalisa 
a redução do peróxido de hidrogênio e de hidroperóxidos 
orgânicos, por meio da oxidação da glutationa reduzida 
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(GSH), então regenerada por ação da glutationa redutase 
com consumo de NADPH. Neste processo de oxirredução, 
os grupamentos sulfidrilas doam dois hidrogênios para 
os peróxidos, transformando-os em álcool e/ou água, 
formando glutationa dissulfeto (GSSG) (Boveris, 1973; 
Apel & Hirt, 2004; Dias, 2005; Ahmad et al., 2008). 

As enzimas CAT e GPx agem como propósito de impedir 
o acúmulo de peróxido de hidrogênio. Tal ação integrada é 
de grande importância, uma vez que essa espécie reativa, 
por meio das reações de Fenton e Haber-Weiss, mediante 
a participação dos metais ferro e cobre culmina na geração 
do radical hidroxila (OH-»), contra o qual não há sistema 
enzimático de defesa. O referido radical (OH+) vem sendo 
indicado como o de maior potencial reativo e com extrema 
instabilidade. Tais características capacitam-no como o 
radical livre mais propício na produção de danos oxidativos. 
Além de sero principal iniciador do processo de peroxidação 
lipídica, tendo como consequência a alteração da função 
biológica das membranas celulares, esse radical é capaz 
de agir sobre as proteínas, alterando-as em relação à sua 
estrutura e/ou função biológica (Dróge, 2002; Orrenius et 
al., 2007; Lipinski, 2011). 

Assim como as enzimas antioxidantes, que removem 
radicais livres ou EAO antes que esses causem dano 
à membrana, existem substâncias que atuam como 
antioxidantes, evitando reações em cadeia, como a LPO. 
Elas são conhecidas como defesas antioxidantes não 
enzimáticas, sendo mais conhecidas glutationa, ácido 
ascórbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), carotenos e 
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flavonoides (Moreira, 2004; Peres, 2000; Dias, 2005). 

Essas substâncias, quando atuam, podem evitar 
a formação de RL ou EAO, suprimir uma cadeia de 
peroxidação na fase de propagação e reparar ou reconstruir 
a membrana. Adestruição dos tecidos provoca desequilíbrio 
entre agressão e defesa, caracterizando estresse oxidativo 
(Halliwell & Gutteridge, 2007). 


1.4 Óxido Nítrico 


O óxido nítrico (NO) é uma molécula paramagnética, 
possui um elétron desemparelhado em seu orbital externo, 
altamente lipofílico, sintetizado pelas células endoteliais, 
macrófagos e certo grupo de neurônios do cérebro. É um 
importante sinalizador intracelular e extracelular e atua 
induzindo a enzima guanil ciclase, que produz guanosina 
monofosfato cíclico (GMP) que tem entre outros efeitos, 
através da interação com receptores Beta-2 específicos 
promover o relaxamento do músculo liso, o que provoca o 
relaxamento da musculatura endotelial (Furchgott, 1980; 
Palmer, 1987; Ignarro, 1989; Baylis, 1998; Wang, 1995; 
Fleming, 1999). 

O NO é um segundo mensageiro químico com papel 
de ativar ou inibir diversas moléculas alvo, merecendo 
destaque na regulação do tônus vascular e na resposta 
imunológica. Existem três isoformas de NO sintase (NOS), 
sendo duas constitutivas cálcio dependentes: endotelial, 
eNOS e neuronal, nNOS e uma induzida, a iINOS, não 
dependente de cálcio. O NO é produzido pela oxidação 
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do nitrogênio guanidínico terminal de L-arginina pela 
NO sintase (NOS) na presença de coenzimas como a 
nicotinamida adenina difosfato (NADPH) e a calmodulina 
(CaM) no caso das isoformas constitutivas. O NO é 
rapidamente convertido em dióxido de nitrogênio (NO,) e, 
em seguida, em formas mais estáveis como nitrito e nitrato 
(Palmer & Moncada, 1993; Forstermann & Sessa, 2012). 
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Figura 2: Metabolismo do Óxido Nítrico. Adaptado de Liaudetet 
al., 2000. 


A síntese de NO se realiza por ação de uma enzima, 
a óxido nítrico sintase (NOS), a partir do aminoácido 
L-arginina que produz NO e L- Citrulina, necessitando 
da presença de dois cofatores, o oxigênio e o fosfato 
dinucleotídeo adenina nicotinamida (NADPH) A óxido 
nítrico-sintase (NOS) é a enzima responsável pela síntese 
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do NO. Três isoformas de NOS são descritas, sendo uma 
NOS induzida (INOS) e duas NOS constitutivas (CNOS). 
A isoforma | ou óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) é 
uma NOS constitutiva, presente nos neurônios, regula a 
transmissão sináptica no SNC; atua na regulação central 
da pressão sanguínea, no relaxamento do músculo liso e 
na vasodilatação via nervos periféricos. Também regula 
o fluxo sanguíneo cerebral local e está envolvida na 
formação da memória. A isoforma Il ou óxido nítrico-sintase 
endotelial (6NOS) é uma NOS constitutiva e produz NO em 
endotélio vascular sob condições basais, porém a força 
de cisalhamento produzida pelo fluxo sanguíneo pode 
incrementar sua produção. É um potente inibidor de adesão 
e agregação plaquetária na parede vascular e também 
inibe a adesão de leucócitos ao endotélio vascular, além 
de ser responsável pela regulação da pressão sanguínea 
e contratilidade do músculo cardíaco. A isoforma Ill ou 
óxido nítrico-sintase induzível (INOS) tem efeito citostático 
por inibição de enzimas contendo ferro e também causa 
fragmentação de DNA. A síntese de INOS é induzida por 
Lipopolissacarídeos (LPS), radicais livres ou qualquer outra 
alteração detectável no meio intra ou extracelular, ativando 
a transcrição de genes pró-inflamatórios (Forstermann, 
1995; Wang, 1995; Fleming, 1999). 

A superprodução de NO em condições inflamatórias 
pode ser convertida em espécies ativas de nitrogênio 
(EAN) como o peroxinitrito potencializando os danos 
inflamatórios. Estudos bioquímicos demonstraram que 
as EAO oxidam diversas classes de lipídeos, formando 
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malondialdeído, dienos conjugados, peróxidos lipídicos e 
hidróxidos lipídicos (O 'Donnell, 2001; Green et al., 2004). 

Entre algumas funções estão a integridade vascular, 
a motilidade intestinal e o relaxamento da musculatura 
anal esfincteriana (Ignarro, 1989; Baylis, 1998) geradas 
por macrófagos e outras células ativadas por citocinas, 
com capacidade de gerar NO por meio de mecanismos 
regulatórios complementares e distintos (Alican, 1996) 
com expressão aumentada em manifestações da doença 
intestinal inflamatória e no foco da inflamação, associada 
com ulceração e depleção de células caliciformes como no 
caso da RCUI. Assim, a geração excessiva de EAO resulta 
em dano celular que pode levar à redução na produção 
mitocondrial de ATP (Renet al. 2010). Neste sentido, é 
possível observar um aspecto marcante dessa molécula: a 
sua capacidade de ser benéfica ou potencialmente tóxica 
conforme a concentração ou depuração tecidual (Kolios, 
2004). 

Atualmente, é bem aceito o conceito de que o óxido 
nítrico é formado e liberado por células endoteliais e que 
possui importante efeito relaxante sobre a musculatura lisa 
dos vasos. O processo de relaxamento da musculatura lisa 
intestinal em resposta ao polipeptídeo intestinal vasoativo 
(VIP) é, em parte, mediado pela liberação de NO pelas 
próprias células da musculatura lisa. Essa sugestão é 
fortalecida pelo fato de VIP ocasionar relaxamento do 
músculo esfíncter anal interno, ao mesmo tempo em 
que ocorre aumento de liberação de NO. Além disso, o 
relaxamento do músculo esfíncter anal interno induzido 


Introdução 


30 


pelo VIP é bloqueado pela presença de inibidores da NOS. 
Estudos experimentais com animais sugerem que o NO e 
o VIP possuem ação inibitória sobre a musculatura lisa, 
promovendo o relaxamento do esfíncter anal, ocasionando 
diminuição nos níveis da pressão anal esfincteriana 
(Moncada & Higgs, 2006). 


1.5 Mesalazina 

Há décadas, a primeira linha de tratamento para 
pacientes com doença inflamatória intestinal tem 
sido a sulfassalazina, uma pró-droga desdobrada no 
cólon, por ação bacteriana em sulfapiridina e ácido 
5-aminossalicílico (5-ASA). A molécula de sulfapiridina é 
grandemente absorvida, levando à ocorrência de muitos 
efeitos colaterais, sendo então a grande responsável pela 
toxicidade da sulfassalazina; já a fração ativa da molécula 
deste fármaco responsável pelo efeito anti-inflamatório 
foi identificada como mesalazina (5-ASA), o que levou 
ao seu uso de forma isolada (Corman, 2005; Pearson et 
al., 1996; Dallegri et al., 1990). A mesalazina tem, portanto, 
se apresentado como fármaco padrão para o tratamento 
da doença inflamatória intestinal devido a seu efeito local 
na mucosa colônica, além de apresentar poucos efeitos 
colaterais (Cai et al., 2003). 


Introdução 


NH> 


HO 


O OH 


Figura 3: Molécula da mesalazina. Adaptado de Gennaro, 2004 


A mesalazina absorvida é rapidamente acetilada a 
N-acetil-5-ASA, que é desativada pelo menos em dois 
lugares: no epitélio colônico e no fígado. A meia-vida de 
eliminação é de três horas e a do seu metabólito N-acetil- 
5-ASA é de cinco a dez horas; cerca de 1/3 da dose 
administrada por via oral é absorvida na forma inalterada, e 
o restante é transformado por ação das bactérias intestinais 
azoredutase, essencialmente no cólon, em sulfapiridina e 
ácido 5-amino-salicílico (5-ASA ou mesalazina). Menos 
de 10% da sulfapiridina ingerida é excretada pelo rim, 
enquanto 33% do 5-ASA é recuperada na urina (Veloso 
et al., 1996). A porção não absorvida é excretada pelas 
fezes; a parte absorvida é eliminada pela urina; 10 a 30% 
da dose administrada são excretados pela urina dentro de 
24 horas como N-acetil-5-ASA (Ikeda, 2007). 

A mesalazina tem efeitos quimiopreventivos contra 
o câncer colorretal, aumentando a expressão gênica 
da proteína P53 através de mecanismos epigenéticos. 
Os efeitos anticancerígenos da mesalazina podem ser 
mediados também por sua capacidade de remover 
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moléculas que causam dano oxidativo à mucosa (Velayos, 
2005). Resultados sugerem que o 5-ASA pode reduzir 
células tumorais, mas não a proliferação de células 
epiteliais normais (Ikeda, 2007). 

Apesar de numerosas pesquisas, o mecanismo de 
ação da mesalazina está parcialmente elucidado. É aceito 
que seu efeito ocorra localmente na mucosa intestinal, 
através da inibição da ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, 
diminuindo, assim, a produção de prostaglandinas 
e leucotrienos. Acredita-se também que atue como 
sequestrador de radicais livres, produzidos em maior 
número nos pacientes com doença inflamatória intestinal 
(Katzung, 2007). 

Outros mecanismos potenciais de ação dos fármacos 
do 5-ASA estão relacionados com sua capacidade de 
interferir na produção de citocinas inflamatórias. O 5-ASA 
inibe a atividade do NFkB, um importante fator de transcrição 
das citocinas pró-inflamatórias. O 5-ASA também pode 
inibir as funções celulares das células natural killer, dos 
linfócitos da mucosa e macrófagos, podendo remover EAO 
(Benetton, 2007; Katzung, 2007; Campregher & Gasche, 
2011). 

O receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma 
gama (PPARy) é receptor chave que medeia o efeito da 
terapia medicamentosa com mesalazina, reprimindo vários 
genes-alvo como o NFkB (Egan, 1999). Dessa forma, tal 
receptor possui um papel na regulação da inflamação 
intestinal e é altamente expresso no cólon, onde as células 
epiteliais e macrófagos são as principais fontes celulares. 


Introdução 


33 


O PPARy também está envolvido na proliferação celular, 
apoptose e na modulação da produção de citocinas e efeitos 
antitumorigênicos. Portanto PPARy pode formar a base 
para estratégias preventivas contra RCUI (Rousseaux, 
2005). 

Apesar de estudos que estão sendo realizados, a 
fisiopatologia da colite ulcerativa ainda não está totalmente 
esclarecida, a causa exata ainda não foi estabelecida. 
Até a presente data, poucos estudos avaliaram os efeitos 
antioxidantes do ácido 5-ASA em modelos experimentais 
de colite. Quando se considera que o estresse oxidativo 
encontra-se relacionado aos mecanismos moleculares 
que levam ao aparecimento da colite, e que o ácido 5-ASA 
apresenta atividade antioxidante, torna-se relevante 
a avaliação da eficácia da substância no tratamento 
da doença. Tendo em vista essas considerações, nos 
propomos a desenvolver o modelo experimental de colite 
frente à ação antioxidante da mesalazina para avaliar o 
estresse oxidativo. 
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OBJETIVOS 


2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a ação da mesalazina no modelo experimental 
de colite induzida por ácido acético, verificando o estresse 
oxidativo e a atividade das enzimas antioxidantes em 24 e 
48 horas de tratamento. 


2.2 Objetivos Específicos 


- Avaliar as alterações histológicas da porção distal 
do intestino dos animais, através da coloração por 
hematoxilina e eosina; 


- Avaliar as alterações na pressão anal esfincteriana 
nos animais submetidos à colite experimental e à 
ação da mesalazina; 


- Avaliar os níveis de lipoperoxidacão na porção 
distal intestino dos animais através das substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS); 


- Avaliar a atividade das enzimas superóxido 
dismutase (SOD) e Glutationa peroxidase (GPx) na 
porção distal no intestino dos animais; 


- Avaliar os metabólitos do óxido nítrico (nitritos/ 
nitratos) na porção distal no intestino dos animais. 
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MATERIAL E MÉTODOS 


3.1 Delineamento da pesquisa 


Este estudo tem caráter experimental quantitativo. 
Realizada a indução de colite em ratos, os resultados 
obtidos foram comparados aos dos animais controle e 
tratados com mesalazina. 


3.2 Animais 


Os procedimentos com os animais ocorreram de 
acordo com os Princípios Éticos padronizados pelo Comitê 
de Ética em Pesquisa no Uso de Animais - ULBRA, Canoas, 
RS, sob a aprovação do mesmo projeto —-2015-22P. 

Durante o experimento, os animais foram mantidos 
no Biotério da ULBRA, em caixas plásticas de 4/x34x18 
cm forradas com maravalha, em ciclo de 12 horas claro/ 
escuro e temperatura entre 20 e 25ºC. A água e a ração 
foram administradas com acesso livre. 

O número de animais está de acordo com os 
trabalhos já desenvolvidos no nosso grupo experimental. 
Foram calculados cinco animais por grupo para detectar 
diferenças com magnitude maior de que 2,5 unidades de 
desvio padrão, mantendo-se a= 0,05 e poder de 90%. 


3.3 Grupos experimentais 


Os animais foram divididos em quatro grupos 
experimentais os quais foram avaliados em dois períodos 
diferentes de tratamento: 24 e 48 horas. 


Material e métodos 


36 


1. Grupo controle (CO): submetido ao enema com 
solução fisiológica; 

2. Grupo colite (CL): submetido à indução da colite, 
por enema de ácido acético; 


3. Grupo controle + mesalazina (CO + M): 
administração na dose de 20 mg/Kg; 


4. Grupo colite + mesalazina (CL + M): indução da 
colite por enema de ácido acético e administração 
da mesalazina na dose de 20 mg/Kg. 


3.4 Procedimentos experimentais 


O modelo escolhido para a indução da colite foi uma 
adaptação do trabalho descrito por Yamada et al. (1992) 
e Tannahill et al. (1995). Os animais foram anestesiados 
e submetidos à administração intracolônica por enema, a 
partir de um cateter de 0,08 mm de diâmetro com solução 
de ácido acético diluído a 4% e com volume de 4 mL. Não 
houve critérios de exclusão de animais que apresentassem 
sinais severos da doença. Esse método já foi realizado 
por nosso grupo de pesquisa e a lesão é confirmada por 
análise histológica, demonstrando inflamação decorrente 
do modelo de colite. 

Foram administradas nos animais doses de mesalazina 
por via oral a partir de uma sonda de gavagem, na dose 
de 20 mg/Kg diluídos em 1 mL de NaCl, uma vez ao dia, 
durante 48 horas após a indução da colite. O medicamento 
que foi administrado é conhecido comercialmente como 
Mesacolê, produzido pela Indústria Nycomed Pharma. 
Cada comprimido contém 1.200 mg de mesalazina. 
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Após a dissecação anatômica do intestino de cada 
animal, foram retirados aproximadamente dois centímetros 
da porção distal, os quais foram isolados e imersos em 
formol tamponado a 10% por até 24 horas, possibilitando 
a fixação do tecido. Posteriormente, foram submetidos 
ao processamento histológico com desidratação em seis 
alcoóis absolutos por uma hora cada, clarificação em dois 
xilóis por uma hora cada e impregnação em parafina a 
64ºC. Durante o processo, os tecidos permaneceram em 
cada cuba em período médio de uma hora e trinta minutos. 
As lâminas foram coradas pelo método de hematoxilina 
e eosina (HE) e montadas para avaliação histológica. Foi 
realizada a análise microscópica do intestino distal com 
aumento de 200 x. 

Transcorridos a indução da doença e o tratamento 
com mesalazina, os animais foram novamente pesados e 
anestesiados com cloridrato de cetamina na dose de 95 
mg/Kg e xilasina na dose de 8 mg/Kg para a realização 
das medidas de pressão anal esfincteriana. Para isso, 
um aparelho de manometria anorretal (Proctossystem- 
Viotti — SP) com cateter de balão e medida em cm de H,O 
foi utilizado O aparelho para a realização da medida de 
pressão anal esfincteriana pertence ao pesquisador e é 
instrumento validado. 

O cateter com balão foi introduzido no canal anal e 
tracionado de modo a registrar a pressão esfincteriana. 
Foram realizadas três medidas subsequentes e, 
posteriormente, foi realizada a média entre os três valores 
para o resultado da pressão (Read, 1992). Após a realização 
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das medidas das pressões, os animais permaneceram em 
anestesia profunda, sendo-lhes retirados os intestinos e, 
após, pesados e congelados em nitrogênio líquido para as 
análises estabelecidas. Consequentemente a isso, ocorreu 
a eutanásia dos animais por anestesia profunda, seguida 
de exsanguinação. 


3.5 Determinação do Estresse Oxidativo 


3.5.1 Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 
(TBARS) 


A técnica de TBARS consiste no aquecimento do 
homogeneizado com ácido tiobarbitúrico e na consequente 
formação de um produto corado. O aparecimento da 
coloração ocorre devido à presença do malondialdeído 
e de outras substâncias provenientes da peroxidação 
lipídica no material biológico. As amostras de tecido foram 
colocadas em tubos de ensaio com a mistura de ácido 
tricloroacético (TCA) 10% e ácido tiobarbitúrico (TBA) 
0,67%. Posteriormente foram aquecidas em banho durante 
30 minutos e resfriadas em gelo por, aproximadamente, 
cinco minutos. O TBA reagiu com produtos da 
lipoperoxidaçãoformando uma base de Schiff, o TCA foi 
utilizado para desnaturar as proteínas presentes, além 
de acidificar o meio da reação. Após o resfriamento das 
amostras, foi acrescentado 1,5 mL de álcool n-butílico para 
extrair o pigmento formado, colocados em agitador por 45 
segundos e centrifugados durante dez minutos a 3000 rpm. 
Por último, o produto corado, presente na fração superior, 
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foi lido em espectrofotômetro com um comprimento de onda 
de 535 nm. A concentração de TBARS obtida foi expressa 
em nmol por miligrama de proteína (Buege, 1978). 


3.5.2 Atividade da Enzima Superóxido Dismutase (SOD) 


A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) 
é definida por sua capacidade de inibir um sistema de 
detecção que reage com o O”. Atécnica de medida da SOD 
baseia-se na inibição dessa reação. Para isso, foi utilizado 
adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em 
adrenocromo, produzindo O: que é o substrato da enzima. 
Assim ela é definida pela quantidade de enzima SOD que 
é capaz de inibir em 50% a velocidade de oxidação do 
detector adrenalina (Misra, 1972). 

Antes derealizaradeterminaçãocomohomogeneizado, 
foi feita a medida do meio de reação (glicina - NaOH 50 Mm, 
pH 10) e da adrenalina (1 mM, pH 1,0), esta corresponde a 
100% da reação; na cubeta, foram colocados um tampão 
glicina 50 mM com pH 11, uma alíquota de homogeneizado 
e a adrenalina. Logo após, foram realizadas a agitação e a 
leitura a 480 nm. Os dados foram expressos em Unidades 
de SOD por miligrama de proteína (USOD/ mg prot.). A 
catálise da adrenalina está demonstrada na reação 1logo 
abaixo. 


Adrenalina + O, — Adrenocromo + O, 


0 -+50D +>H,0,+0, (reação 1) 
Adrenalina + O +SOD — 2 Adrenocromo + O, 
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3.5.3 Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx) 


Esta enzima catalisa a reação dos hidroperóxidos 
com a glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa 
oxidada (GSSG) e o produto da redução do hidroperóxido. 
A atividade da GPx pode ser estudada medindo-se a 
velocidade do consumo de NADPH em um sistema que 
contenha GSH em presença de glutationa redutase 
(GR). Utiliza-se azida sódica (N,Na) para inibir a 
catalase (Wendel, 1981). Foi necessário inibir a atividade 
pseudo peroxidativa da hemoglobina, assim, mede-se 
a quantidade de hemoglobina da amostra pela solução 
de Drabkin e, posteriormente, acrescenta-se a solução 
transformante que vai transformar toda a hemoglobina em 
cianometahemoglobina. 

Atécnica consiste em determinar a atividade da enzima 
espectrofotometricamente, medindo-se a velocidade de 
oxidação de NADPH em uma mistura de reação. Em uma 
cubeta, foram colocados solução reguladora de fosfatos de 
potássio (100 mM, pH 7,0), H,O bidestilada, azida sódica 
20 mM, com GSH 40 mM, GR e NADPH. Essa mistura foi 
encubada durante três minutos para, imediatamente após 
esse tempo, serem adicionadas amostra diluída e H,O.. Por 
fim, a atividade da GPx foi medida em espectrofotômetro 
a 340 nm, e sua atividade expressa em nmoles por minuto 
por miligrama de proteína (nmol/min/mg prot) (Flohé,1984). 
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3.6 Avaliação dos Metabólitos do Óxido Nítrico - Nitritos 
e Nitratos 


A produção de óxido nítrico foi medida indiretamente 
através de um teste quantitativo colorimétrico pela reação 
Griess (Granger et al., 1999). Baseia-se na redução 
enzimática de nitratos a nitritos na presença de nitrato 
redutase e NADPH, e posterior reação dos nitritos formados 
(ou presentes inicialmente nas amostras) com o reagente 
de Griess. Como o excesso de NADPH utilizado inibe a 
reação de Griess, necessário se faz oxidar todo o NADPH 
não utilizado na redução dos nitratos, o que é obtido pela 
adição de nitrato redutase. A leitura foi realizada em leitor 
de microplacas a 540nm, e os resultados foram expressos 
em mmol de NO;/NO,, 


3.7 Análise Estatística 


A partir dos dados coletados, as médias e os desvios 
padrões de cada grupo foram calculados, utilizando-se, 
para análise estatística, GrapPad Instat, versão 3.0. O teste 
utilizado para a análise de variância dos resultados foi o 
ANOVA, seguido do teste de Student-Newman-Keuls para 
os dados paramétricos. Os resultados foram considerados 
estatisticamente significativos quando obtivemos o nível 
de significância de, pelo menos, 5% (p<0,05). 
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RESULTADOS 


4.1 Histologia 


O estudo histológico foi realizado por meio da coloração 
com hematoxilina- eosina no intestino, o qual foi retirado 
no instante do sacrifício e analisado em aumento de 100x 
e 200x. 

Na figura 4,0 grupo CO e CO+M no tempo de 24 
horas apresentou arquitetura normal do cólon, onde se 
identificaram a luz intestinal, as criptas (CP) e a submucosa 
(SB). No grupo CL, constatou-se alteração na arquitetura 
colônica na qual ocorreu destruição das CP e redução 
de edema de SB. No grupo CL+M, foram constatadas a 
preservação das CP e a redução do edema na SB. 


co Co-M CP 
CP 
SB 
SB 
cL CL+M 
CP CP 
á E 
SB sB 


Figura 4: Fotomicrografia do intestino de animais do grupo CO; 
CO+M; CL e CL+M no tempo 24 horas com aumento de 200x. 
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Na figura 5, no grupo 48 horas, na fotomicrografia 
do grupo CO observou-se a arquitetura do cólon, 
ondeseidentificaram luz intestinal, CP e SB. No grupo 
tratado com mesalazina,foram constatadas preservação 
das CP e menor edema de SB. No grupo CL, verificou- 
se alteração mais severa na arquitetura colônica com 
destruição das CP e um edema de SB caracterizado por 
infiltrado inflamatório. No grupo CL/M, observaram-se 
preservação das criptas da mucosa e menor edema de 
submucosa. Não houve alterações histológicas no grupo 
de animais CO/M. 


co CO+M pis 
CP dy BE ço: 


SB - 
SB 


cL CL+M 
CP 


CP 


SB 


Figura 5: Fotomicrografia de 48 horas do intestino de animais 
do grupo CO; CO/M; CL e CL/M com aumento de 200x. 
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4.2 Medida da Pressão Anal Esfincteriana 


A pressão anal esfincteriana demonstrou diminuição 
significativa em animais com colite, quando comparados 
ao grupo controle. O grupo tratado com mesalazina 
demonstrou aumento significativo, quando comparado ao 
grupo colite, sendo p < 0,05. 


cm/H,0 


co CO+M CL CL+M 


CJ 


ecm/H,0 


Co CO+M CL CL+M 


Figura 6: Valores médios das pressões anais esfincterianas no 
grupo 24 h(A) e 48 h (B). Os resultados correspondem à média 
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+- erro padrão (EP) para cinco animais de cada grupo. Esses 
dados representam diminuição com diferença significativa na 
pressão anal esfincteriana após a indução de colite no grupo 
CL em relação ao grupo CO (ps 0,05) e aumento no grupo 
CL+M em relação a CL, sendo p <0,05. Os sinais representam 
as seguintes significâncias: 
“diferença significativa entre o grupo CO e CL+M 


“diferença significativa entre o grupo CL e CL+M 


4.3 Determinação do Estresse Oxidativo 

O estresse oxidativo foi avaliado pela técnica de 
TBARS. Constatou-se aumento significativo entre o grupo 
CL em relação aos controles. A administração de 20mg/kg 
de Mesalazina no grupo tratado diminuiu a LPO em relação 
ao grupo colite nos tempos de 24 e 48 horas, sendo p < 
0,05. 


A 1,00 - de 
0,80 + 


0,60 pro 


nmoles/mgprot 


0,40 4 l 


0,20 + l 


0,00 + T T 
co CO+M CL CL+M 


Resultados 


0,6 | Lê 


nmoles/mgprot 
o 
ES 


co CO+M CL CL+M 


Figura 7: Valores médios das substâncias que reagem ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) no grupo 24 h (A) e no grupo 48 h (B). 
Os resultados correspondem à média +- erro padrão (EP) 
para cinco animais de cada grupo. Esses dados representam 
aumento com diferença significativa após indução de colite no 
grupo CL em relação ao grupo CO (p< 0,05) e diminuição com 
diferença significativa no grupo CL/M em relação ao grupo CL 
(p< 0,05). Os sinais representam as seguintes significâncias: 


“diferença significativa entre o grupo CO e CL+M 
* diferença significativa entre o grupo CL e CL+M 


4.4 Atividade da enzima Superóxido Dismutase 


A atividade da enzima superóxido dismutase foi 
definida por sua capacidade para inibir um sistema de 
detecção que reage com O». Os dados foram expressos 
em Unidades de SOD por miligrama de proteína (USOD/mg 
prot). Pudemos observar os valores referidos à atividade 
da enzima no homogeneizado dos tecidos dos diferentes 
grupos avaliados. Houve aumento na atividade enzimática 
nos animais do grupo CL, quando comparados ao grupo 
CO, e diminuição nos animais do grupo CL+M em relação 
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ao grupo CL. 
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Figura 8: Valores médios da atividade da enzima SOD no 
grupo 24 h (A) e no grupo 48 h (B). Os resultados demonstram 
aumento da atividade enzimática no homogeneizado após 
a indução de colite no grupo CL em relação ao grupo CO e 
diminuição no grupo CL+M em relação ao grupo CL (p<0,001). 
Os sinais representam as seguintes significâncias: 
“diferença significativa entre o grupo CO e CL+M 


* diferença significativa entre o grupo CL e CL+M 
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4.5 Atividade da Enzima GlutationaPeroxidase 


A atividade da enzima GlutationaPeroxidase foi 
observada através dos valores referidos à atividade da 
enzima GPxno homogeneizado dos tecidos dos diferentes 
grupos avaliados. Houve diminuição significativa nos 
animais do grupo CL, quando comparados aos do grupo 
CO (ps 0,05), e aumento nos grupos CL+M, quando 
comparados aos do grupo CL (p< 0,05). A comparação da 
atividade da GPx entre os animais do grupo CO e do grupo 
CO+M não mostrou diferença significativa. 
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Figura 9: Valores médios da atividade da enzima GPx no 
grupo 24 h (A) e no grupo 48 h (B)Os resultados demonstram 
diminuição da atividade enzimática no homogeneizado após 

a indução de colite no grupo CL em relação ao grupo CO e 
aumento no grupo CL+M em relação ao grupo CL (p<0,001). 
Os sinais representam as seguintes significâncias: 


“diferença significativa entre o grupo CO e CL+M 
* diferença significativa entre o grupo CL e CL+M 


4.6 Metabólitos do Óxido Nítrico: Nitritos e Nitratos 


Na figura 10 são observados os resultados nos 
homogeneizados do cólon distal na presença dos 
metabólitos indiretos do NO. Os animais do grupo CL 
apresentaram aumento estatisticamente significativo ao 
serem comparados ao grupo controle (p<0,01). Nos animais 
do grupo CL+M, houve diminuição quando comparados 
aos do grupo CL. 
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Figura 10: Valores médios dos níveis de nitritos e nitratos no 
grupo 24 h (A) e no grupo 48 h (B). Os resultados demonstram 
aumento de nitritos e nitratos no homogeneizado após a 
indução de colite no grupo CL em relação ao grupo CO e 
aumento no grupo CL+M em relação ao grupo CL (p<0,001). 
Os sinais representam as seguintes significâncias: 


“diferença significativa entre o grupo CO e CL+M 
* diferença significativa entre o grupo CL e CL+M 
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DISCUSSÃO 


A incidência e a prevalência da DIIl estão aumentando 
com o tempo e em diferentes regiões ao redor do 
mundo, segundo estudo da Associação Americana de 
Gastroenterologia realizada no ano de 2012. O interesse 
em investigar a etiopatogenia da RCUI no cenário 
científico pode estar relacionado ao desconhecimento 
dos mecanismos celulares e imunológicos que iniciam e 
perpetuam a sua etiopatogenia e, principalmente, por afetar 
indivíduos nos anos mais saudáveis e produtivos da vida, 
resultando custos em longo prazo para o paciente, para 
o sistema de cuidado de saúde e para a sociedade. Os 
modelos experimentais de colite auxiliam na investigação de 
diferentes aspectos relacionados ao processo inflamatório 
do cólon, na avaliação molecular e no uso de tratamentos 
eficazes. A colite induzida por enema de ácido acético 
possui similaridades com DIIl em humanos, quanto aos 
aspectos histológicos e metabólicos relacionados ao ácido 
araquidônico, promovendo o desenvolvimento de edema 
da submucosa, infiltrado inflamatório, úlceras no cólon, 
destruição das criptas e depleção das células caliciformes 
nos pacientes (Hartmann et a/., 2012). 

Apesar de aproximadamente cento e cinquenta anos 
terem se passado desde que Samuel Wilks descreveu 
a RCUI (Corman, 2005), uma terapia que possa ser 
considerada altamente satisfatória do ponto de vista de 
remissão da doença associada com baixa taxa de recidiva, 
e mínimos efeitos colaterais, ainda é objeto de inúmeros 
estudos. O uso de antioxidantes abre novas perspectivas 
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como alternativas no tratamento dessas patologias que 
promovem sintomas altamente debilitantes ao paciente, 
e produzem sentimentos de frustração aos profissionais 
da área da saúde que lidam com tais pacientes e muitas 
vezes não veem resultados satisfatórios ao tratamento 
empregado. 

No presente estudo, foi avaliada a ação da mesalazina 
nas lesões teciduais e sobre marcadores de estresse 
oxidativo. Os resultados da análise histopatológica 
demonstraram efeito trófico da mesalazina no cólon, 
melhorando a estrutura colônica, diminuindo o tamanho e 
a intensidade da lesão. Nessa análise, houve uma lesão 
inicial, na qual, com o decorrer do estudo, comprovou-se 
a ação antioxidante da mesalazina, tendo em vista que 
possibilitou a regeneração da mucosa. Embora a parte 
apical da mucosa ainda apresente algumas lesões, a parte 
basal, no entanto, encontra-se íntegra. Juntamente com a 
ação trófica, comprovou-se a melhora na permeabilidade 
intestinal com a reconstrução colônica e a melhora na 
arquitetura da mucosa. Estudos anteriores demonstraram 
que a administração concomitante de butirato e mesalazina 
em modelo de colite experimental induzida por dextran 
sulfato de sódio (DSS) melhorou a lesão colônica e o 
perfil inflamatório da mucosa e do linfonodo cecal, com a 
normalização do infiltrado de neutrófilo, eosinófilo, linfócito 
B ativado e linfócito T auxiliar ativado destacando o uso 
potencial do butirato como adjuvante no tratamento da 
RCUI (Dianzani et al., 2006; Gassull, 2006; Song, 2006; 
Hamer et al., 2008; Vieira et al., 2011). O efeito sinérgico 
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parece ser por controle gênico, via acetilação de histonas, 
aumentando transcrição da GPx que leva à diminuição 
da produção de hipoclorito (HOCI) possivelmente por 
competição direta por substrato, resultando em menor 
dano tissular. Além disso, a modulação gênica garantiria 
maior acesso às enzimas de reparo ao DNA, diminuindo 
e evitando danos e erros no funcionamento e na estrutura 
celular (Yin et al., 2001; Song, 2006; Sauer et al., 2007; 
Kien et al., 2008). Em ensaios experimentais, o 5-ASA foi 
administrado em combinação com a NAC em ratos colíticos 
induzidos por TNBS, e verificou-se que o tratamento 
combinado apresentou sinergismo frente aos agentes 
isolados, promovendo reparo na mucosa inflamada 
(Siddiqui et al., 2006). 

Trabalhos anteriores já demonstraram aumento da 
produção de NO na colite, quando comparado ao grupo 
controle. As medidas de pressão esfincteriana através de 
manometria ano-retal variaram significativamente entre os 
dois grupos. O grupo de animais com colite apresentou 
níveis de pressão esfincteriana significativamente inferiores 
ao grupo controle. Por outro lado, os animais tratados 
com mesalazina apresentaram aumento significativo da 
pressão, assemelhando-se ao grupo controle. Fillmann 
et al. (2007) e Kretzmann et al. (2008) observaram que 
a administração de glutamina bloqueou a superprodução 
dos metabólitos do NO nos animais com colite. 

Entre os fatores relacionados com a RCUI estão 
a infiltração de neutrófilos devido a sua capacidade de 
liberar EAO, as citocinas pró-inflamatórias com o aumento 
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da LPO e acumulação de neutrófilos com níveis elevados 
de mieloperoxidase na mucosa (Sklyarov et al., 2011). 
Por outro lado, o estresse oxidativo teve seus danos 
minimizados através das defesas antioxidantes de natureza 
endógena ou exógena. Assim, a mesalazina diminuiu a 
LPO nos animais tratados, assemelhando-se ao grupo 
controle possivelmente por sua ação antioxidante quando 
avaliada por TBARS nos grupos 24 e 48 horas após indução 
de colite com redução significativa após mesalazina. 
Estudos de Harris et al. (1992) demonstraram que as EAO 
desempenham papel importante na patogênese atribuída 
a LPO das membranas celulares. Biópsias realizadas em 
pacientes com RCUI apresentaram elevado índice de LPO 
em relação a indivíduos normais. Os estudos de Panês 
(1996) demonstraram aumento significativo do estresse 
oxidativo em animais submetidos à colite induzida por 
irradiação abdominal. Resultados semelhantes foram 
encontrados com a ação da Boswellia serrata (Hartmann 
et al., 2014), glutamina (Kretzmann et al., 2008) e N- 
acetilcisteína (NAC) (Cetinkaya et al., 2005). Outros 
resultados semelhantes foram encontrados em estudos 
que utilizaram substâncias com ação antioxidante como 
probióticos, melatonina, extrato de marmelo em modelos 
experimentais de colite ulcerativa por AA (Sengúi et al., 
2010; Tahan et al., 2010; Ghatule et al., 2014). 

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados 
por sistemas de defesa antioxidante não enzimático, 
como vitaminas e /ou enzimático. No grupo colite, ocorreu 
aumento da SOD em resposta ao aumento da LPO devido 
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ao estresse oxidativo e à redução desses parâmetros nos 
dois grupos tratados com mesalazina. Por outro lado, a 
GPx teve atividade reduzida no grupo colite e aumento no 
grupo que recebeu o tratamento. Os resultados apontam 
que a mesalazina aumentou a atividade enzimática nos 
grupos tratados, confirmando sua ação sobre o estresse 
oxidativo. Sugere-se que a utilização da mesalazina neste 
modelo experimental fornece efeitos positivos no cólon, 
comprovando osresultados dahistologia. Nossosresultados 
corroboram com o estudo de Maheshwari et al. (2015) 
que utilizou sinvastatina e rosuvastatina no tratamento 
da colite induzida por TNBS, observaram um aumento da 
atividade da GPx, possivelmente pelo efeito antioxidante 
dessas substâncias utilizadas como tratamento. Nossos 
resultados corroboram com o estudo de Arab et al. (2014) 
que avaliou a atividade das enzimas antioxidantes SOD e 
GPx no modelo de colite experimental induzida por TNBS. 
Após o tratamento com telmisartan, a atividade da SOD e 
da GPx mostraram um aumento significativo evidenciando 
os efeitos antioxidantes desses tratamentos. 

A implicação do estresse oxidativo na patogênese da 
RCUI tem sido destacada por vários estudos clínicos e 
experimentais, onde a geração de RL e NO gerado estão 
relacionados às lesões intestinais (Halliwell & Gutteridge, 
2007; Hartmann et al, 2012; 2014). Em nosso trabalho, na 
avaliação dos níveis dos metabólitos do NO, pela técnica 
de nitratos e nitritos, foi observado aumento significativo 
de NO nos animais com colite comparados aos controles. 
Hartmann et al. (2014) demonstraram a existência de 
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infiltrado inflamatório na mucosa e submucosa do intestino 
de animais com colite induzida por ácido acético. Os 
dados supracitados sugerem que o estresse oxidativo tem 
papel essencial no aparecimento e na perpetuação da 
lesão onde a ação efetiva da mesalazina reduziu os níveis 
destes metabólitos do NO nos grupos 24 e 48 horas, fato 
observado também por Fillmann et al. (2007). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Os resultados apresentados demonstraram que: 


- a mesalazina restabeleceu a histologia da porção 
distal do intestino dos animais tratados em comparação 
aos animais do grupo colite; 


- a mesalazina aumentou a pressão anal esfincteriana 
dos animais tratados; 


- a mesalazina diminuiu a lipoperoxidação dos animais 
tratados em comparação aos animais do grupo colite; 


- a mesalazina diminuiu a atividade da SOD e 
aumentou a atividade da GPx nos animais submetidos 
ao tratamento após indução da colite; 


- a mesalazina diminuiu os metabólitos do óxido nítrico 
nos animais tratados quando comparados aos animais 
do grupo colite. 

Apesar da patogênese da colite ainda não ser 
totalmente esclarecida, os tratamentos disponíveis têm 
sido capazes de intervir, melhorando a qualidade de vida 
dos pacientes. Sugere-se que a mesalazina através de 
sua ação antioxidante possa ser benéfica no tratamento 
da colite. 
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